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基础 研究 


丙酮 醛 通 过 降低 整合 素 83 的 表达 抑制 内 皮 细 肥 的 迁移 


庞 宁波 ,王立 群 , 吴 便 波 
四 川 医科 大 学 药物 研究 中 心 ,四 川 泸州 646000 


摘要 :目的 探讨 丙酮 醛 对 内 皮 细 胞 迁移 的 影响 。 方 法 浓度 梯度 的 丙酮 醛 (0、25、50、100 和 200 pmolL) 刺 激 体外 培养 人 脐 静 脉 
内 皮 细 胞 (HUVECs)24 h, 划 痕 实 验 和 Transwell 迁移 实验 检测 丙酮 醛 对 HUVECs 迁 移 的 影响 ;免疫 印迹 检测 整合 素 B3 的 表达 
变化 ;并 采用 B3 的 抗体 LM609 进行 干预 ,观察 LM609 对 HUVECs 迁 移 的 影响 。 结 果 丙酮 醛 以 浓度 依赖 的 方式 显著 降低 
HUVECs 的 迁移 (P<0.05) ;丙酮 醛 以 浓度 依赖 和 时 间 依 赖 的 方式 显著 降低 了 整合 素 B3 的 表达 (P<0.05) ;B3 的 特异 性 抗体 


LM609 显 著 抑制 了 HUVECSs 的 迁移 (P<0.05)。 结 论 丙酮 醛 通过 降低 整 
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4 38 3 的 表达 抑制 了 HUVECs 的 迁移 。 


Methylglyoxal inhibits human umbilical vein cell migration in vitro by down-regulating 


integrin p3 
PANG Ningbo, WANG Liqun, WU Jianbo 


Drug Discovery Research Center, Sichuan Medical University, Luzhou 646000, China 


Abstract: Objective To explore the effects of methylglyoxal on endothelia cell migration. Methods Human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) were stimulated by serial concentrations of methylglyoxal (MGO, 0, 25, 50, 100 and 200 uumol/L) 
for 24 h, and the cell migration was assessed by scratch wound and Transwell assay. The expression of integrin £3 in the 
treated cells was examined by immunoblotting, and the effect of an anti-B3 antibody, LM609, on cell migration was 
investigated. Results Methylglyoxal significantly inhibited HUVEC migration in a concentration-dependent manner (P«0.05). 


Methylglyoxal decreased the expression of integrin B3 in a time- and concentration-dependent manner (P«0.05). LM609 also 
significantly inhibited HUVEC migration (P«0.05). Conclusion Methylglyoxal inhibits HUVEC migration in vitro by 


down-regulating integrin B3 expression. 
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丙酮 酶 是 一 种 葡萄 糖 代谢 的 中 间 产 物 ” ,糖尿 病 时 
丙酮 醛 在 体内 含量 显著 增高 "。 丙 酮 醛 不 仅 能 导致 晚期 
糖 基 化 终 产物 (AGEs) 在 体内 大 量 聚 集 ,还 能 对 多 种 细胞 
造成 直接 损害 "”。 有 研究 报道 丙酮 醛 可 以 抑制 血管 新 

ES ,但 是 其 机 制 仍 未 完全 阐明 。 整 合 素 B3 与 细胞 迁移 
密切 相关 ,而 丙酮 醛 对 B3 表达 的 影响 未 见 文献 报 
道 。 因 此 本 研究 拟 采 用 丙酮 醛 直接 刺激 体外 培养 的 人 
脐 静 脉 内 皮 细 胞 (HUVECs) ,观察 HUVECs 迁移 的 变 
化 ;另外 检测 整合 素 B3 的 表达 ,并 采用 B3 的 特异 性 抗体 
LM609 进 行 干 预 , 旨 在 查 明 丙酮 醛 对 HUVECs 迁移 的 
影响 ,并 从 B3 的 角度 探讨 其 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
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1.1.1 细胞 与 试剂 HUVECs (Cascade Biologics) 、 
DMEM 培养 液 ( J ) \ 胎 牛 血 清 ( 杭 州 四 季 青 )、 胰 和 蛋 
白 酶 消化 液 ( 玫 云天 )、 丙 酮 醋 (Sigma) 、LM609 
(Merkmillipore) 、 抗 B3 一 抗 (Cell signaling Technology) 、 
抗 B-actin 一 抗 (Cell signaling Technology) .CCK-8 试 剂 
I GERA). 
1.12. 仪器 CO, 恒温 培养 箱 ( 日 本 SANYO) EVOS 倒 
置 显微镜 (美国 AMG) 多 功能 酶 标 仪 (美国 Molecular 
Devices) 、 超 高 灵敏 度 化 学 发 光 成 像 系 统 ( 美 国 
Bio-Rad) 净化 工作 台 ( 苏 州 净化 ) 冷冻 高 速 离心 机 ( 美 
Thermo Scientific )。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 冻 存 的 HUVECs 从 液 氮 中 取出 后 
37 5 恒温 水 沦 箱 中 迅速 融化 ,1000 r/min 离心 5 min, 7E 
上 清 ,加 入 6mL 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 , 接 
种 到 25 cm 细胞 培养 瓶 中 , 置 于 37 C5% CO FREE 
中 静 置 24 h, 隔 天 换 液 ,显微镜 下 可 见 HUVECs 不 断 生 
长 分 化 , 呈 笋 卵石 样 不 断 铺 满 培养 瓶 底 。 当 细胞 长 至 
90% 融 合 时 进行 细胞 传代 。 
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1.2.2 细胞 划 痕 实验 HUVECs 接 种 于 12 孔 板 , 待 细胞 
长 至 90% 融 合 , JIL DMEM LER 12. h, 用 200 uL 46 
头 对 细胞 作 划 痕 后 ,PBS 清 洗 3 次 。 分 别 加 入 0.25 .50、 
100 和 200 umol/L 的 丙酮 醛 ,并 于 划 痕 后 0 和 24 h 于 倒 
置 显微镜 下 拍照 ,测量 迁移 距离 。 

1.2.3 细胞 迁移 实验 采用 Transwell 亚 (孔径 8 um) 3E 
行 。HUVECs 接种 于 transwell M.M Æ ,然后 分 别 加 入 
0,25,50,100,200 pmol/L 的 丙酮 醛 刺激 ,24ph 后 ,用 棉 
签 将 transwell 腊 上层 未 迁移 的 细胞 擦 去 ,1% 的 结晶 紫 
染色 ,显微镜 下 随机 选取 3~5 个 视野 观察 拍照 并 计算 迁 
移 到 transwell 膜 底层 的 细胞 数 日 。 在 采用 LM609 干 预 
时 ,HUVECs 接 种 于 transwell 罗 后 ,分 别 加 入 LM609 和 
TgG 刺激 细胞 ,24 h 后 计算 迁移 的 细胞 数目 。 迁 移 实验 
重复 4 次 ,以 4 次 实验 的 结果 进行 统计 分 析 。 

1.24 免疫 印迹 HUVECs 接 种 于 直径 3.5 cm 平 亚 中 ， 
长 至 90% 融 合 后 ,无 血清 DMEM 培 养 基 饥 俄 12 h, 分 别 
加 入 0.25.50.100.200 umol/L 的 丙酮 醛 刺激 24 h, 或 丙 
酮 醛 (100 nmolLD) 分 别 刺激 0.12.24 和 48 nh, 刺激 完毕 
后 ,提取 细胞 总 蛋白 。 采 用 5% 积 层 胶 和 10% 的 分 离 胶 
进行 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 ,将 蛋白 转 至 PVDF 膜 ,5% 
的 脱脂 奶粉 室温 下 封闭 1 h, 加 入 抗 B3 抗 体 (1:1000) 


4 及 育 过 夜 ,加 入 羔 根 过 氧化 物 酶 (HRP ) 偶 联 的 二 
抗 (1:1000) ,室温 下 孵育 1 h,ECL 化 学 发 光 法 检测 。 
1.2.5 细胞 毒性 检测 HUVECs 接 种 于 96 孔 板 , 待 细胞 长 
2890968 ra cif DMEM UAR 12 h, 分 别 加 入 0.25、 
50.100 fI 200 uu mol/L 的 丙酮 醛 刺激 细胞 ,24 h 后 使 用 
CCK-8 试 剂 盒 检测 细胞 活力 。 
1.3 统计 学 方法 

数据 均 以 均 数 + 标准 差 表 示 。 采 用 SPSS19.0 软 件 分 
析 。 所 有 数据 进行 单 向 方差 分 析 (One-Way ANOVA) 
后 ,再 进行 Post Hoc 检 验 (方差 齐 性 时 采用 LSD 法 ; 方 
差 不 齐 时 采用 Dunnett's T; 法 ),P<0.05 为 差异 有 统计 学 


2 结果 
2.1 丙酮 醛 抑制 细胞 迁移 

分 别 采用 浓度 梯度 的 丙酮 醛 (0、25、50、100 和 
200 umol/L )Ji|it HUVECS, ,结果 发 现 ,与 正常 对 照 组 相 
比 , 当 丙 酮 醛 浓度 达到 100 nmol/L 时 ,就 可 以 显著 降低 
HUVECs 的 迁移 数目 (P<0.05, 图 1) 和 迁移 距离 (P<0.05， 
图 2)。 这 表明 丙酮 醛 以 浓度 依赖 的 方式 降低 HUVECs 
的 迁移 。 
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Fig.l Number of migrated HUVECs treated with different concentrations of methylglyoxal (Original magnification: x100). 


*P«0.05 vs control. 


2.2 丙酮 醛 介 导 整合 素 B3 的 表达 降低 

分 别 采 用 浓度 梯度 的 丙酮 醛 (0、.25 .50 , 100 和 
200 hmolL) 刺 激 HUVECs 24 h, 结 果 发 现 ,与 正常 对 照 
组 相 比 , 当 丙 酮 醛 浓度 为 0.100 和 200 nmolL 时 ,显著 降 
低 了 整合 素 B3 的 表达 (P<0.05, 图 3)。 而 采用 100 umol/L 


丙酮 醛 分 别 刺激 细胞 12.24 和 48 hh 发现, 丙酮 醛 刺 激 
12 h 就 可 以 显著 降低 B3 的 表达 (P<0.05, 图 4)。 这 表明 
丙酮 醛 以 时 间 依 赖 和 浓度 依赖 的 方式 介 导 B3 表 达 降 低 。 
2.3 LM609 抑 制 HUVECs 迁移 

为 了 观察 B3 对 细胞 迁移 的 影响 。 我 们 采用 B3 的 特 
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图 2 丙酮 醛 抑制 HUVECs 的 迁移 距离 
Fig.2 Migration distance of HUVECs treated with 
different concentrations of methylglyoxal (Original 
magnification: x100). *P«0.05 vs control. 
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3 丙酮 醛 以 浓度 依赖 的 方式 降低 整合 素 B3 的 表达 
Fig.3 Methylglyoxal decreased the expression of B3 
in HUVECs in a concentration-dependent manner. 
*P«0.05 vs control. 
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异性 抗体 LM609 刺激 细 胞 ,结果 发 现 , 与 空白 对 照 组 和 
IgG 对 照 组 相 比 ,LM609 显 车 抑制 7 了 HUVECs 迁移 (P< 
0.05, 图 5)。 

2.4 丙酮 醛 对 HUVECs 细胞 活力 无 影响 

为 了 排除 HUVECs 细胞 活力 改变 对 迁移 造成 的 影 

响 , 本 研究 采用 丙酮 醛 (0.25、50、100 和 200 umol/L) H 
激 HUVECs 24 h, 然 后 采用 CCK-8 试 剂 盒 检测 细胞 活 
J ,结果 发 现 各 个 组 之 间 HUVECs 细胞 活力 无 显著 性 
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图 4 丙酮 醛 以 时 间 依 赖 的 方式 降低 整合 素 B3 的 表达 
Fig.4 Methylglyoxal decreased the expression of B3 
integrin in HUVECs in a time-dependent manner. 
*P«0.05 vs control. 


p3 integrin 


差异 (P>0.05, 图 6)。 


3 讨论 

本 研究 发 现 丙 酮 醛 作为 糖尿 病 时 显著 增加 的 糖 代 
谢 中 间 产 物 ,可 以 直接 降低 HUVECs 整 合 素 B3 的 表达 ， 
并 因此 抑制 HUVECs 迁 移 。 这 可 能 为 糖尿 病 血管 新 生 
受 损 提供 了 新 的 机 制 。 

血管 新 生 是 在 原 有 血管 结构 上 形成 新 血管 的 生物 
学 行为 。 内 皮 细 胞 在 血管 新 生 的 发 生发 展 中 起 到 关键 
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图 5 LM609 抑 制 HUVECs 迁 移 
Fig.5 LM609 inhibited HUVEC migration (Original magnification: x100). *P<0.05 
vs control. 
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6 丙酮 醋 对 HUVECs 细 胞 活力 的 影响 
Fig.6 Effect of methylglyoxal on HUVEC viability. 


作用 ,内 皮 细 胞 的 迁移 .增殖 和 粘 附 是 血管 新 生 必 不 
可 少 的 过 程 。 血 管 新 生 受 损 与 糖尿 病 血管 并 发 症 密 切 
相关 ”"。 血 管 新 生 受 损 后 , 缺 血 后 的 血 流 灌注 减少 ,这 
导致 2 型 糖尿 病 患者 冠 心病 和 外 周 血 管 疾病 预后 不 
恨 “ ;另外 ,血管 新 生 不 足 也 是 伤口 修复 异常 和 糖尿 病 
皮肤 溃疡 的 重要 原因 一 。 尽 管 已 知 糖尿 病 时 血管 新 生 
受 损 ,但 是 其 机 制 仍 未 完全 阐明 。 

越 来 越 多 的 证 据 表明 ,AGEs 及 其 主要 的 前 体 成 分 
一 一 丙酮 醛 在 糖尿 病 血 管 并 发 症 发 生发 发 展 中 发 挥 重 
要 作用 。 因 为 丙酮 醛 既 是 介 导 AGEs 形 成 的 重要 物质 
,也 可 以 直接 作用 于 细胞 导致 内 皮 细 胞 损伤 ”所 以 丙 
酮 醛 对 血管 新 生 的 影响 日 益 引 起 人 们 的 重视 。 本 人 研究 
发 现 丙酮 醛 以 浓度 依赖 性 的 方式 显著 抑制 HUVECs 的 
迁移 。 也 有 其 他 文献 报道 丙酮 醛 可 以 抑制 血管 新 生 ”， 
这 与 我 们 的 研究 结果 一 致 。 虽 然 发 现 丙 酮 醛 可 能 通过 


介 导 细胞 自 噬 , 增 加 VEGFR-2 降 解 抑制 血管 新 生 , 但 血 
管 新 生 是 受 多 种 细胞 因子 调控 ,涉及 多 条 细胞 内 信号 转 
导 通 路 的 复杂 过 程 ,其 他 因子 或 信号 通路 在 丙酮 醛 抑 制 
血管 新 生 中 的 作用 仍 需 进行 深入 研究 。 

整合 素 为 细胞 黏附 分 子 家族 的 重要 成 员 之 一 ,通常 
由 x 和 8 两 个 亚 基 构 成 异 二 聚 体 。 整 合 素 主 要 介 导 细胞 
与 细胞 .细胞 与 细胞 外 基质 (ECM) 之 间 的 相互 儿 附 , 并 
介 导 细胞 与 ECM 之 间 的 双向 信号 传导 "”"。 其 中 ,整合 
z&avp3 可 以 表达 于 内 皮 细 胞 等 多 种 细胞 类 型 ,是 玻 连 
和 企 白 最 重要 的 受 体 ”。 研 究 发 现 整 合 素 avB3 参 与 血管 
新 生 的 调节 六 ,avB3 与 其 配 体 玻 连 蛋 白 的 结合 ,对 
VEGF 介 导 的 血管 新 生 至 关 重 要 。 整 合 素 avB3 目 前 已 
成 为 许多 抗 肿瘤 血管 生成 药物 的 靶 点 中 。 本 研究 发 现 ， 
丙酮 醛 以 浓度 依赖 和 时 间 依 赖 的 方式 显著 降低 了 B3 的 
表达 ,而 B3 的 特异 性 抗体 LM609 显著 抑制 了 HUVECs 
的 迁移 。 这 提示 丙酮 醛 可 能 通过 降低 B3 的 表达 抑制 了 
HUVECs 的 迁移 。Manes 等 “已 经 证 明 整 合 素 avB3 通 
过 上 调 cdc2 的 表达 介 导 细胞 迁移 ,也 有 研究 报道 下 调 
整合 素 B3 之 后 ,显著 抑制 了 肺癌 小 细胞 的 迁移 ” ,这些 
研究 都 与 我 们 的 结果 一 致 。 

我 们 还 发 现 , 本 研究 中 所 使 用 的 丙酮 醛 浓度 (0、25、 
50、100 和 200 ngmolL) 对 细胞 活力 都 无 显著 性 影响 ,这 
就 排除 了 细胞 活力 改变 对 HUVECs 迁移 造成 的 影响 。 
另外 值得 注意 的 是 ,50 umol/L 的 丙酮 醛 作用 24 h 即 可 
显著 降低 B3 的 表达 ,但 是 50 nmolL 的 丙酮 醛 并 未 引起 
HUVECs 迁 移 数目 和 迁移 距离 的 显著 下 降 , 这 可 能 是 基 
为 B3 的 降低 对 HUVECs 迁移 造成 影响 需要 一 定 的 时 
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间 。 而 对 于 丙酮 醛 具体 是 通过 怎样 的 细胞 通路 改变 B3 
的 表达 仍然 需要 进一步 的 研究 。 

综 上 所 述 ,本 研究 发 现 丙酮 醛 显著 降低 了 
HUVECs 整合 素 p3 的 表达 ,并 因此 抑制 了 细胞 的 迁 
移 。 这 为 阐释 糖尿 病 时 血管 新 生 受 损 提 供 了 新 的 机 制 ， 
有 助 于 为 防治 糖尿 病 血 管 并 发 症 寻 找 新 的 治疗 靶 点 。 
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